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論文内容の要旨
ポリアミンは正常細胞だけでなく、癌においても細胞の増殖や分化に関与する事が明らかにされている。
本研究ではhepatoblastoma由来培養細胞HepG2においてポリアミンにより発現に影響を受ける遺伝子の
同定をdifferentialdisplay法を用いて行った。
ボリアミン合成の律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素の特異的問害斉IJα-difluorometylornithine
を5酬の濃度でHepG2細胞に添加し72時間培養後、 O.lmMputrescineを添加または無添加でさらに 6時
間培養した細胞からそれぞれRNAを抽出しdifferentialdisplay反応を行った。ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動を行い発現量が変化したバンドを切り出しその寝基配列を決定した。 GenBankとBMBLデータ
ベースにてホモロジー検索を行い遺伝子を同定した.その遺伝子の発現量をNorthernblot法を用いて
確認した。
putrescine添加によって25の遺伝子の発現が増加し32の遺伝子が減少した。その中からエネルギ一代
謝に関係する 3つの遥伝子Cytochromeoxidase suhunit 1. low molecular mass ubiquinone-binding 
protein， NADH dehydrogenase subunit 2についてNorthernb 10tを行いputrescine添加によって発現量が
減少する事を確認した。
今回differentialdisplayで検出された遭伝子のうち3つの遺伝子についてputrescine添加によって発
現量が減少する事がNorthcrnblot法により確認された。 putrescineにより発現が変化する遺伝子のさ
らなる研究はポリアミンの生理機能の解明に役立つと考えられる。
論文審査の結果の要旨
ポリアミンは細胞の増殖に必須であり、また、ある種の細胞の分化にも関与することが知られている。
しかし、その作用の機序はあまり明らかではない。細胞の増殖分化には多くの種類の遺伝子発現が必要
であるが、ポリアミンが遺伝子発現量に関与しているか否かを調べるため、ボリアミン合成の律速酵素
であるオルニチン脱炭酸酵素の特異的阻害剤であるα-difluoromethylornithine(DFMO)によりHepG2
細胞 (Humanhepatoblastoma cell line)のポリアミン合成を阻害し、細胞内ポリアミンを枯渇させた
後、ポリアミンの一種であるプトレッシン (PUT)を加えた場合と加えない場合の遺伝子発現量の相遣
をdifferentialdisplay法及びnorthernblot法を用いて調べた。細胞をDFMO存在下で72時間培養した後、
PUTを添加、または非添加後、 6時間培養した細胞よりRNAを抽出し、 PUTにより影響を受けた遺伝子発現量
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についてdifferentialdisplay法により調べた。ゲル電気泳動上変化のあるバンドよりcDNAを抽出、増幅、
塩基配列の決定とホモロジー検索を行った結果、 PUT添加により25種類の遺伝子発現震が培加し、 32種
類が減少した@これらの遺伝子の中で、 cytochromeoxidase subuni t 1， low molecular massubiquinone 
-binding protein. NADI[ dehydrogcnase subunit 2の遺伝子についてnorthernblot法を用い、細胞内
mRNA量を測定した結巣、これらのmRNA量はPUTにより減少しており、 differentialdisplay法による結
果と一致していた。これら三つの遺伝子産物は酸化的リン酸化に関係するため、これらの遺伝子発現の
変化は細胞内のATP産生に影響を与えると考えられるので、細胞内ATP含量に対する即MO及びPUTの影
響をluciferase法で調べた。 ATP含量はDFMOにより減少し、 PUTにより増加した。 PUTによるATP含量の増加
の結果は、上記三つの遺伝子の発現量減少の結果と矛盾する可能性が考えられ、その理由については今後
さらに検討を要する問題であるが、ポリアミンが多くの遺伝子発現量を増加、または減少させることは、
細胞の増殖分化においてもポリアミンが遺伝手のレベルで調節因チとして働いていることを明らかにして
いるものと考えられる。以上の結果はポリアミンの生照作間の一端を明らかにしており、よって著者は博
士(医学)の学作を授与されるに値すると判定された。
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